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Resumo 
 
 
A quitosana é um polissacarídeo constituído maioritariamente por resíduos de 
D-glucosamina e, em menor número, por resíduos de N-acetil-D-glucosamina 
com ligação β-1,4. A quitosana tem a capacidade de formar filmes com 
capacidade antioxidante mas que são solúveis em soluções ácidas. 
Neste trabalho procedeu-se ao desenvolvimento de uma metodologia para a 
produção de filmes com base em quitosana insolúveis em meio ácido e com 
capacidade antioxidante para poderem ser aplicados no processo de 
vinificação para a substituição da adição de SO2.  
Com este objectivo foi optimizada uma metodologia para ligação do ácido 
cafeico (Caf), composto fenólico com actividade antioxidante, por mecanismo 
radicalar com recurso a agentes oxidantes como persulfato de potássio (KPS) 
e o hexanitrocerato (IV) de amónio (CAN). 
A ligação de ácido cafeico aos filmes de quitosana e filmes híbridos de 
quitosana com (3-cloropropil)trimetoxissilano (CPTMS), com recurso tanto a 
KPS como a CAN, deu origem a filmes com baixa capacidade antioxidante. No 
entanto, a ligação de ácido cafeico à quitosana em solução aquosa de ácido 
acético 5%, utilizando CAN 60 mM, e posterior formação dos filmes, revelou 
ser a melhor metodologia para a produção de filmes com actividade 
antioxidante. Estes filmes foram neutralizados com NaOH e reduzidos com 
NaBH4 com o intuito de aumentar a sua actividade antioxidante. Os filmes de 
quitosana com ácido cafeico neutralizados apresentaram uma actividade 40% 
superior em relação aos filmes de quitosana. No entanto, a redução dos filmes 
não revelou ser vantajosa no incremento da actividade antioxidante. 
Como se pretendia que os filmes fossem insolúveis em meio ácido, procedeu-
se à adição de genipin, um composto natural que tem a função de crosslinker, 
pois tem a capacidade de ligar simultaneamente duas cadeias de quitosana, 
evitando que o filme se solubilizasse em meio ácido. A adição do genipin
permitiu obter filmes com uma perda de massa de apenas 5%, permitindo uma 
diminuição da solubilidade em cerca de 75% em relação aos filmes de 
quitosana com ácido cafeico. Os filmes de quitosana com ácido cafeico e 
genipin, para além da reduzida solubilidade, apresentaram também actividade 
antioxidante 80% superior à do filme de quitosana e 54% à do filme de 
quitosana com ácido cafeico. 
A actividade antioxidante superior e baixa solubilidade dos filmes de quitosana 
com ácido cafeico e genipin, produzidos segundo a metodologia desenvolvida 
neste trabalho, permite que possam ser testados em vinho como possíveis 
substitutos da adição de SO2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
keywords 
 
Chitosan, crosslinking, genipin, grafting, caffeic acid, antioxidant activity, FTIR 
 
abstract 
 
Chitosan is a polysaccharide composed by D-glucosamine and, in a small 
number, by N-acetyl-D-glucosamine residues in β-1,4 linkages. This 
polysaccharide has the ability to form films with antioxidant capacity but that 
are soluble in acid solutions. 
In this work, a methodology was developed to produce chitosan films with 
antioxidant activity and insoluble in acid solutions in order to be applied in the 
vinification process as a substitute of sulfur dioxide 
With this aim, a methodology was optimized to link caffeic acid, a phenolic 
compound with antioxidant activity, to chitosan, by a radical mechanism using 
as oxidant agents, potassium persulfate (KPS) and ammonium hexanitrocerate
(IV) (CAN). The linkage of caffeic acid to chitosan and (3-
cloropropil)trimethoxysilane (CPTMS) hybrid films using both KPS and CAN 
gave origin to films with very low antioxidant activity. However, when the 
reaction of caffeic acid and chitosan was performed in aqueous solution of 5% 
acetic acid, using CAN 60 mM, the films formed presented antioxidant activity. 
In order to increase their antioxidant activity, these films were neutralized with
NaOH and reduced with NaBH4. The neutralized films prepared with caffeic 
acid presented 40% higher activity than those prepared only with chitosan. 
However, the reduction of the films did not increment their antioxidant activity.  
In order to prepare films insoluble in acid medium, genipin, a natural compound 
with chitosan crosslinking capacity, was added. The use of genipin allowed to 
obtain films that only loss 5% of their mass in wine model solutions. When 
compared with the films of chitosan and caffeic acid, it represents a decrease 
of 75% in films solubility. These films prepared with chitosan, caffeic acid and 
genipin presented also an antioxidant capacity 80% higher than that observed 
for the films prepared only with quitosan and 54% than the films prepared with 
chitosan and caffeic acid.    
The higher antioxidant activity and lower solubility in acid solutions of the films 
prepared with chitosan, caffeic acid and genipin allows their use in wine as 
possible substitutes of sulfur dioxide. 
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Capítulo 1 – Introdução 
 
Os polissacarídeos estão largamente distribuídos na Natureza e têm sido 
principalmente considerados materiais estruturais e fornecedores de energia. Tem havido 
também uma tendência para considerar estes biopolímeros menos importantes do que 
outros, como as proteínas e os ácidos nucleicos, em relação às suas funções biológicas. No 
entanto, cada vez mais os polissacarídeos têm vindo a atrair maior atenção tanto pelas suas 
inerentes actividades biológicas como pelas suas propriedades físico-químicas, as quais 
têm vindo a ser cada vez mais compreendidas [1]. 
O uso de biopolímeros naturais, nomeadamente polissacarídeos, para aplicações 
diversificadas nas ciências da vida acarreta grandes vantagens, dada a grande 
disponibilidade de recursos naturais agrícolas ou marinhos ricos nestes compostos, a sua 
biocompatibilidade e biodegradabilidade, permitindo uma grande versatilidade de 
aplicações ecologicamente sustentáveis [2]. 
 
1.1. Quitina e Quitosana 
Dos muitos polissacarídeos existentes, a celulose e a quitina são os polissacarídeos 
estruturais mais abundantes. A quitina é sintetizada por um grande número de organismos 
vivos e existe principalmente na cutícula do exosqueleto de artrópodes, endosqueletos de 
lulas e potas (estiletes) ou nas paredes celulares de fungos e leveduras. As principais fontes 
comerciais de quitina têm sido os exosqueletos de lagosta, camarão e caranguejo [3]. 
Na Figura 1 está representada a estrutura hierárquica da cutícula do exosqueleto de 
um crustáceo que demonstra uma estrutura organizada de quitina.  
A quitina não é tóxica nem alergénica e tem múltiplas aplicações, sendo ela e os 
seus derivados aplicáveis em diferentes áreas desde a cromatografia à alimentação, 
passando pela farmacêutica e fotografia. Este biopolímero tornou-se muito interessante 
comercialmente também pelo seu alto teor em azoto (6,89%), comparado com a celulose 
sinteticamente substituída (1,25%) [4], que lhe confere propriedades específicas e 
consequentemente aplicações diversificadas. 
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Figura 1 – Estrutura hierárquica da cutícula do exosqueleto de um crustáceo (adaptado de Raabe et al. [5]). 
 
1.1.1. Estrutura e Propriedades Químicas 
Quimicamente, a quitina é estruturalmente semelhante à celulose, com uma 
diferença no carbono 2 onde o grupo hidroxilo da celulose é substituído por um grupo 
acetamida na quitina. Assim, a quitina é um polímero linear de resíduos de N-acetil-2-
amino-2-desoxi-D-glucose (N-acetil-D-glucosamina) com ligações β-1,4 [1] (Figura 2). 
À semelhança da celulose, a presença de pontes de hidrogénio intra e 
intermoleculares nas cadeias de quitina causam uma forte insolubilidade em água e na 
maioria dos solventes orgânicos [6], o que traz muitas limitações no desenvolvimento de 
novos processos de transformação e aplicações da quitina [3]. 
A quitina pode dar origem à quitosana, que é o seu derivado mais importante, 
através da desacetilação. Esta desacetilação é realizada geralmente com recurso a soluções 
alcalinas fortes (NaOH ou KOH 45%) e a temperaturas altas (acima de 100 ºC) [7]. 
Dependendo da origem e do processo de fabrico, as propriedades e composição da 
quitosana variam em relação ao grau de acetilação (GA) e massa molecular [8]. Na Figura 
2 está representada a reacção de desacetilação da quitina com formação da quitosana. 
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Figura 2 – Reacção de desacetilação da quitina com formação da quitosana (adaptado de Kurita [1]).  
Ac: -COCH3 
 
A quitina tem normalmente um GA de 90% e no final do processo de desacetilação 
ainda restam 5-15% de grupos acetilamida na cadeia polimérica [6]. Quando o GA da 
quitina é inferior a 50%, designa-se o polímero por quitosana. Esta é solúvel em soluções 
ácidas diluídas, com pH abaixo de 6,0, pelo que a quitosana pode ser considerada uma base 
por possuir grupos amina primários com um valor de pKa de 6,3. A quitosana é então um 
copolímero de resíduos de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina. A sua solubilização 
ocorre pela protonação do grupo –NH2 do C2 dos resíduos de D-glucosamina, em que o 
polissacarídeo é convertido num polielectrólito em meio ácido. Devido a isto, a quitosana é 
um polímero catiónico pseudonatural que, tal como a quitina, está na base do surgimento 
de muitas aplicações [3]. 
 
1.1.2. Propriedades Biológicas da Quitosana 
Várias propriedades biológicas foram já descritas para a quitosana. A quitosana é 
biodegradável e biocompatível, pois apesar de não estar presente nos mamíferos, pode ser 
degradada in vivo por várias enzimas proteolíticas como a lisozima e a pepsina. A sua 
biodegradação leva à libertação de oligossacarídeos de comprimento variável, podendo 
levar à incorporação de glucosamina em glicoproteínas [7], já que a glucosamina é um 
componente natural das glicoproteínas encontradas no tecido conjuntivo e nas mucosas 
gastrointestinais. Este monossacarídeo está também envolvido na formação das unhas, 
tendões, pele, olhos, ossos, ligamentos e válvulas cardíacas [4]. 
A quitosana, em testes in vitro, tem actividade hemostática (coagulante), ou seja, 
capacidade de deter uma hemorragia. Esta propriedade parece estar relacionada com as 
cargas positivas deste polímero [7]. 
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O efeito analgésico da quitosana foi também descrito, sendo sugerido que o 
mecanismo principal deste efeito é a remoção de protões da zona inflamada. Devido à 
natureza policatiónica da quitosana, os grupos amina primários livres podem protonar e o 
aumento do pH é a principal causa do efeito analgésico [9]. 
À quitosana foram também atribuídas propriedades anti-colesterolémicas, uma vez 
que a presença do grupo amina na sua estrutura determina a existência de uma força 
eletrostática entre a quitosana e aniões, tais como ácidos gordos e ácidos biliares ao nível 
do aparelho digestivo. Existe um estudo que propõe a formação espontânea de sais 
insolúveis de quitosana a partir de ácidos biliares hidrofóbicos, cuja natureza deverá 
permitir a recolha de colesterol e lípidos através de interacções hidrofóbicas [10]. Outro 
mecanismo aponta para a adsorção da quitosana à superfície da emulsão lipídica e para a 
formação de uma camada protectora de quitosana que possa impedir as lipases de se 
ligarem à superfície das micelas e de aceder ao seu interior [11]. 
A propriedade antimicrobiana também faz parte do conjunto de propriedades da 
quitosana. Dois mecanismos principais foram sugeridos como a causa da inibição do 
crescimento das células microbianas por parte deste polissacarídeo. A interacção do 
polímero policatiónico com os grupos aniónicos na superfície de células microbianas 
Gram-negativas provoca a formação de uma camada impermeável em torno da célula, o 
que impede o transporte de substâncias essenciais para o seu interior, provocando assim a 
sua morte. Este efeito foi observado em condições ligeiramente ácidas nas quais a 
quitosana está protonada, podendo no entanto ser reversível se houver um aumento de pH 
[12]. Outro mecanismo proposto para a acção antimicrobiana é o de que a quitosana pode 
inibir o crescimento microbiano actuando como um agente quelante de metais, oligo-
elementos ou nutrientes essenciais e que por isso ficam indisponíveis para que o 
microrganismo cresça ao ritmo normal. A quitosana também é capaz de interagir com as 
proteínas e provocar a sua floculação. Esta acção é dependente do pH, tanto para a carga da 
quitosana como para a carga das próprias proteínas [13]. Pode dizer-se que há um consenso 
em relação ao motivo pelo qual a quitosana tem esta capacidade antimicrobiana, uma vez 
que essa é atribuída por muitos autores ao número de grupos –NH3
+ existentes nas cadeias 
de quitosana, embora isso também dependa do microrganismo em causa [14]. 
Além de todas as propriedades já referidas, a capacidade antioxidante deste 
biopolímero também foi descrita. Uma quitosana com GA inferior exibe maior actividade 
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antioxidante pois permite uma maior complexação com os metais [15]. No geral, os 
antioxidantes são moléculas que têm uma grande facilidade de se oxidar e que, por isso, 
impedem a oxidação de outros compostos que possam estar presentes em meios que 
contenham agentes formadores de radicais livres. Os antioxidantes podem inibir as 
reacções radicalares em cadeia, por exemplo, por eliminação directa de espécies reactivas 
de oxigénio e por quelação de iões metálicos como o Fe3+ ou o Cu+ (participantes na 
reacção de Fenton) [16]. A propensão de um composto para ceder electrões e, por isso, se 
oxidar, é medida pelo potencial de redução (Eº). Quanto menor for o potencial de redução, 
maior é a propensão de um dado composto para se oxidar e, por isso, poder actuar como 
antioxidante. A capacidade antioxidante pode ser medida de várias formas, entre elas, pelo 
método espectrofotométrico do ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) 
(ABTS). Neste método, o radical monocatiónico de ABTS+• é inicialmente gerado por 
oxidação do ABTS pelo persulfato de potássio originando um cromóforo azul esverdeado, 
que depois é reduzido na presença de antioxidantes dadores de hidrogénio ou de electrões 
(Figura 3). Esta redução provoca uma descoloração que é traduzida como a percentagem 
de inibição do ABTS+• e que, por isso, é proporcional à concentração do antioxidante [17]. 
Os compostos fenólicos são um dos grupos principais de antioxidantes naturais. A sua 
actividade antioxidante está relacionada com a estrutura molecular, mais precisamente com 
a presença e com o número de grupos hidroxilo e com os efeitos de conjugação e de 
ressonância dos seus electrões [16]. 
 
Figura 3 – Formação do catião radical ABTS+• (adaptado de Pannala et al. [18]). 
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1.1.3. Modificações Químicas da Quitosana 
As propriedades das soluções de quitosana não dependem apenas do seu GA mas 
também da distribuição dos grupos acetilo ao longo da cadeia e da massa molecular desta 
[3]. À parte do grupo amina já referido, este biopolímero possui dois grupos hidroxilo (um 
secundário no C3 e um primário no C6) onde podem ocorrer modificações químicas que 
permitem alterar algumas propriedades da quitosana, tal como a solubilidade. Os locais 
onde podem ocorrer reacções na quitosana estão representados na Figura 4a.  
 
 
 
Figura 4 – Reactividade da quitosana. a) Locais da quitosana onde podem ocorrer reacções (adaptado de 
Pillai et al. [6]) e b) Representação esquemática de grafting e crosslinking. 
 
O grupo –NH2 confere à quitosana a possibilidade de ocorrência de reacções tais 
como acetilação, quaternização, reacções com aldeídos e cetonas (que originam bases de 
Shiff), alquilação ou quelação de metais, permitindo a obtenção de uma grande variedade 
de produtos [19]. 
A modificação química da quitosana é importante para a produção de materiais 
funcionais [20]. Métodos bem conhecidos para a modificação da quitosana como grafting 
(ligação de enxertos) e crosslinking (reticulação polimérica) representam vias muito 
convenientes e eficazes para alterar as propriedades físicas, químicas e mecânicas deste 
biopolímero para melhorar os usos práticos [21]. A Figura 4b apresenta de uma forma 
simplificada a diferença entre grafting e crosslinking de um polímero. 
 
 
a) 
b) 
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Quando se trata de grafting, o enxerto (B) está ligado a apenas um polímero. De 
início, B pode ser apenas uma molécula, mas podem ligar-se a ela outras moléculas iguais 
e formar uma pequena cadeia de baixa massa molecular. Passamos a ter o caso do 
crosslinking quando a molécula ou cadeia B serve de ponte na ligação de duas ou mais 
moléculas de polímero A [22]. 
Quando temos cadeias de quitosana extensamente ligadas por crosslinking, as suas 
propriedades são muito diferentes das do polímero inicial. A reticulação do polímero leva à 
formação de uma rede covalente tridimensional permanente que pode permitir a difusão de 
água e materiais bioactivos e melhorar as propriedades do polímero. Consoante o tipo de 
crosslinker, os poros da malha tridimensional do polímero reticulado variam.  
A biocompatibidade destas quitosanas modificadas não está bem assegurada 
quando se utilizam crosslinkers tóxicos, como é o caso do glutaraldeído (1,5-pentanodial), 
que é neurotóxico, ou o glioxal (etanodial), que é mutagénico [21]. Portanto, mesmo que 
estes polímeros reticulados com estes crosslinkers sejam purificados antes da aplicação, a 
possível presença de dialdeídos que não tenham reagido no produto final não pode ser 
completamente excluída [22]. Por isso, outros crosslinkers muito menos tóxicos do que 
estes, como os derivados do silano, em especial os organossilanos [23-26] ou o genipin 
[22, 27-29], têm vindo a ser usados.  
 
Organossilanos 
Os organossilanos têm grande aplicação devido à sua dupla funcionalidade, uma 
vez que combinam a versatilidade funcional dos compostos orgânicos com a estabilidade 
dos compostos inorgânicos. A estrutura química dos organossilanos pode traduzir-se 
genericamente por X3SiRY, em que X representa, geralmente, grupos alcóxido 
hidrolisáveis (por exemplo, –OMe) e RY representa grupos alquilo (R) ligados a átomos 
electronegativos (Y) como, por exemplo, o cloro. Estes grupos RY são grupos 
organofuncionais com estabilidade hidrolítica. De um lado da molécula de organossilano 
pode ser estabelecida uma ligação química com um material inorgânico por meio dos 
grupos alcóxido X e do outro lado o grupo organofuncional RY permite uma interacção 
com o polímero de quitosana [30]. Na figura 5 está representado o exemplo de um 
organossilano, o (3-cloropropil)trimetoxissilano (CPTMS).  
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Figura 5 – Estrutura química do (3-cloropropil)trimetoxissilano (CPTMS) (Bartkowiak et al. [31]). 
 
Os grupos alcóxido dos organossilanos são transformados em grupos hidroxilo por 
hidrólise que, por estarem ligados ao átomo de silano, são chamados de silanóis (-Si(OH)3) 
e que podem sofrer reacções de condensação originando polissiloxanos (-Si-O-Si-) [30]. A 
Figura 6 representa a reacção do CPTMS com a quitosana. 
 
Figura 6 – Reacção química do CPTMS com a quitosana. 
 
Genipin 
O genipin é um crosslinker para a quitosana que tem vindo a ser muito usado. Este 
composto é a aglucona do genipósido presente no fruto de Gardenia (originária da China) 
e de Genipa americana (originária da América do Sul e México) [32]. Na Figura 7 estão 
representadas as estruturas do genipósido e do genipin.  
 
 
Figura 7 – Estrutura química do genipósido [32] e do genipin [33]. 
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Este crosslinker é conhecido por reagir rapidamente com grupos amina dos 
aminoácidos e proteínas, originando pigmentos azuis que são usados como corante natural 
alimentar [34]. Muitos estudos têm surgido sobre o uso do genipin como crosslinker para a 
quitosana [27, 28, 35, 36], por este ser menos citotóxico, como por exemplo cerca de 5000 
a 10000 vezes menos do que o glutaraldeído [36]. 
O genipin pode ligar-se covalentemente à quitosana por três mecanismos 
diferentes. No primeiro mecanismo (Figura 8), a ligação do genipin à quitosana acontece 
por duas reacções diferentes. Na Reacção 1 existe uma substituição nucleofílica SN2 que 
envolve a substituição do grupo éster na molécula de genipin por uma ligação amida 
secundária [27]. A ligação da outra molécula de quitosana ocorre, tal como se apresenta na 
Reacção 2 da Figura 8, inicialmente com um ataque nucleofílico ao átomo de carbono 3 do 
genipin por parte do grupo amina primária da quitosana, originando a formação de um 
grupo aldeído intermediário. A abertura do anel é seguida por um ataque da amina 
secundária, formada na primeira etapa da reacção, ao grupo aldeído resultante. Um 
composto heterocíclico é assim formado incluindo o átomo de azoto do resíduo de 
glucosamina da quitosana [35]. 
 
Figura 8 – Reacções de ligação do genipin à quitosana pelo mecanismo 1 (adaptado de Butler et al. [35]). 
 
A Figura 9 mostra a estrutura resultante do crosslinking do genipin à quitosana pelo 
mecanismo 1. 
Reacção 1 
Reacção 2 
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Figura 9 – Estrutura resultante do crosslinking do genipin à quitosana pelo mecanismo 1 (adaptado de 
Muzzarelli [33]). 
 
O segundo mecanismo sugerido (Figura 10) do crosslinking de genipin com a 
quitosana é iniciado também, tal como descrito no primeiro mecanismo, pelo ataque 
nucleofílico da Reacção 2 da Figura 8.  
 
Figura 10 – Mecanismo 2 de crosslinking do genipin com quitosana (adaptado de Chen et al. [27]). 
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As diferenças deste mecanismo para o primeiro começam quando o anel 
heterocíclico formado sofre desidratação e origina intermediários aromáticos. Os passos 
seguintes envolvem polimerização dando origem a derivados heterocíclicos altamente 
conjugados de genipin com quitosana. Por fim, podem estabelecer-se ligações amida 
secundárias por reacção do grupo éster do genipin com o grupo amina da quitosana, tal 
como já foi mostrado na Reacção 1 da Figura 8, conduzindo à formação de uma rede 
polimérica [27]. 
Além dos dois mecanismos descritos anteriormente, foi descrito por Mi et al. [36] 
que os intermediários referidos no mecanismo da Figura 10 se podem associar e originar 
dímeros, trímeros ou tetrâmeros de uma cadeia de quitosana ligada a uma molécula de 
genipin (monómero), em que o genipin é sempre o ponto de ligação entre os monómeros 
(Figura 11).  
 
Figura 11 – Mecanismo 3 de crosslinking de genipin com quitosana (adaptado de Mi et al. [36]). 
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Neste mecanismo, as ligações entre a quitosana e o genipin ocorrem 
preferencialmente como na Reacção 2 apresentada na Figura 8 e, posteriormente, a ligação 
entre as várias moléculas de genipin para originar dímeros, trímeros e tetrâmeros ocorre 
entre os carbonos 6 de uma molécula e o carbono 1 de outra molécula de genipin [36]. 
 
Grafting 
Vários autores têm acrescentado moléculas por grafting à quitosana ou à quitosana 
já reticulada com o crosslinker para assim melhorarem as propriedades desta em relação à 
quitosana inicial. O grafting da quitosana permite a formação de derivados funcionais pela 
ligação covalente de uma molécula, o graft (enxerto), à cadeia principal de quitosana, 
obtendo-se assim materiais híbridos constituídos por polissacarídeos e outras moléculas. 
As características do enxerto podem ser alteradas depois deste estar ligado à cadeia de 
quitosana e com isso melhorar as suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes e de 
agente quelante. As propriedades do copolímero obtido por grafting podem ser controladas 
pela estrutura molecular, comprimento e número de cadeias laterais ligadas ao polímero de 
quitosana [37].  
O grafting da quitosana já foi tentado por vários métodos, tais como, por 
mecanismo radicalar recorrendo a um agente oxidante [38, 39], uso de radiação γ [37] ou 
uso de enzimas [40]. De entre os agentes oxidantes mais usados, encontram-se o persulfato 
de potássio (KPS) e o hexanitrocerato (IV) de amónia (CAN). Estes reagentes utilizam-se 
para ligar moléculas que possuam ligações vinílicas [41], como por exemplo o ácido 
cafeico (Figura 12), conferindo, neste caso, maior capacidade antioxidante ao polímero 
[38].  
 
Figura 12 – Estrutura química do ácido cafeico. 
 
O KPS é um potencial iniciador de radicais livres em que a reacção de grafting 
ocorre em dois passos com o mecanismo de transferência de electrões, seguido de 
propagação. O KPS normalmente sofre degradação térmica gerando radicais livres 
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aniónicos de persulfato (S2O8→2SO4
-•) que, em seguida, vão atacar os grupos amina da 
quitosana originando radicais, como é demonstrado na Figura 13. 
  
Figura 13 – Formação de radicais na quitosana pelo KPS (adaptado de Prashanth et al. [20]). 
 
No entanto, uma das desvantagens do uso deste agente oxidante é que também pode 
causar a ruptura da ligação glicosídica, destruindo a estrutura da quitosana (Figura 14). Por 
esta razão, a quantidade de persulfato de potássio necessária para que ocorra a formação de 
multi-radicais para a co-polimerização sem que ocorra destruição da cadeia polimérica da 
quitosana por quebra das ligações glicosídicas tem de ser optimizada [42]. 
 
 
Figura 14 – Ruptura da ligação glicosídica da quitosana por acção do KPS (adaptado de Hsu et al. [42]). 
 
Outro agente oxidante utilizado especialmente no grafting de monómeros vinílicos 
é o hexanitrocerato (IV) de amónia (CAN). Em solução aquosa o complexo CAN está em 
equilíbrio tal como mostra a seguinte reacção química: 
 
 Na Figura 15 está representada a reacção entre a quitosana e o CAN, onde se pode 
ver que o Ce4+ forma um complexo com os resíduos de glucosamina que, ao serem 
quebrados, originam um radical no carbono 2 e/ou no carbono 3. 
 
 
 
 
 
 
- 16 - 
 
Figura 15 – Reacção química entre a quitosana e o CAN (adaptado de Zohuriaan-Mehr [43]). 
 
Os radicais formados na quitosana combinam-se com os electrões das ligações 
vinílicas formando ligações covalentes entre a quitosana e o graft. A Figura 16 representa 
o grafting de ácido cafeico à quitosana quando o agente oxidante é o CAN [43]. 
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Figura 16 – Grafting de ácido cafeico a quitosana com recurso a CAN. 
 
1.1.4. Aplicações da Quitosana 
Devido às propriedades já descritas, muitas aplicações para a quitosana têm vindo a 
surgir.  
Na área das ciências biomédicas, a quitosana tem vindo a ser usada na cura de 
ferimentos, como por exemplo queimaduras. Como a quitosana consegue formar filmes 
permeáveis à água e ao oxigénio e são biocompatíveis, estes podem ser formados 
directamente na queimadura por aplicação de uma solução aquosa de acetato de quitosana 
que, por acção da lisozima (enzima presente naturalmente na pele e capaz de degradar a 
quitosana), são naturalmente destruídos sem terem de ser retirados e sem, por isso, se 
correr o risco de danificar o tecido renovado [44]. Outra aplicação da quitosana nesta área 
é como sistema de distribuição controlada de fármacos, tanto na forma de nanopartículas e 
microesferas, como na forma de hidrogéis, filmes e comprimidos [7]. O uso da quitosana 
como vector não-viral para o transporte de genes tem vindo a ser testado e oferece várias 
vantagens em relação aos vectores virais. A principal vantagem é que a quitosana não 
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produz recombinação endógena, efeitos oncológicos ou reacções imunológicas, além 
destes complexos de quitosana poderem ser preparados com baixos custos [7]. Por fim, 
também devido à sua biodegradabilidade e porosidade controladas, as matrizes de 
quitosana são materiais promissores para a concepção de sistemas de engenharia de tecidos 
regenerativos onde a quitosana tem vindo a ser utilizada como suporte para cultura, apoio e 
organização de tecidos danificados.  
Além das aplicações da quitosana nas ciências biomédicas também têm vindo a 
surgir aplicações industriais. Uma aplicação nesta área é em biocatálise, na qual a 
quitosana é utilizada como suporte à imobilização de enzimas, células, organelos ou outras 
estruturas complexas [7].  
Também no tratamento de águas residuais se tem recorrido ao uso de quitosana. A 
contaminação química da água por uma vasta gama de produtos tóxicos, como metais, 
moléculas aromáticas e corantes, entre outros, é um grave problema ambiental devido à 
potencial toxicidade destes compostos. O uso de polímeros de baixo custo, como a 
quitosana, para remover poluentes da água é de grande interesse. Este polímero tem sido 
usado para remover uma grande variedade de compostos, como contaminantes 
negativamente carregados (nitratos e fostatos), compostos orgânicos e metais pesados, de 
águas residuais [45, 46], incluindo a aquacultura [47]. 
As aplicações industriais alimentares são das mais importantes devido às suas 
propriedades biológicas, descritas em 1.1.2, sendo usada como conservante, antioxidante, 
fibra dietética e agente emulsionante [48]. Muitos estudos têm surgido para o uso da 
quitosana como adjuvante tecnológico, por exemplo, como agente clarificante, controlador 
de acidez e do acastanhamento enzimático em sumo de frutas [49], e para evitar o 
acastanhamento em vinho branco [50]. É também utilizado como aditivo, como substituto 
de nitritos, em carne [51] e enchidos [52] e como emulsionante em leite e queijo [53]. 
Os revestimentos são muito importantes na área alimentar, pois podem retardar o 
amadurecimento, a perda de água e reduzir a deterioração dos alimentos, mas podem 
alterar o sabor dos alimentos. Revestimentos semi-permeáveis e biodegradáveis, tais como 
revestimentos de quitosana, podem criar uma atmosfera modificada semelhante à 
atmosfera controlada utilizada em armazenamento, mas a um custo mais baixo e sem 
alterar o sabor dos alimentos [54]. Tem sido amplamente documentado o uso de filmes de 
quitosana como revestimento, ou seja, como barreira protectora para aumentar o tempo de 
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armazenamento de muitos alimentos rapidamente perecíveis, tais como o pão [55], frutas 
(morangos) [56], legumes (tomate e alface) [56, 57] e ovos [58]. 
 
1.2. Sulfitos no Vinho – Uma problemática a resolver 
O dióxido de enxofre (SO2) e as muitas formas de sulfitos inorgânicos 
(metabissulfito de potássio ou sódio), que libertam SO2 consoante as condições de 
utilização, têm sido amplamente utilizados nas indústrias do vinho como conservante. A 
adição deste composto inibe os processos de descoloração e oxidação, o crescimento de 
espécies indesejáveis de leveduras e bactérias e as reacções enzimáticas durante a produção 
e armazenamento do vinho, melhorando assim a sua qualidade e aparência. No entanto, o 
uso de SO2 tem de ser controlado, sendo na União Europeia o nível máximo permitido de 
160 mg/L para vinho tinto e 210 mg/L para vinho branco ou rosé [59] .  
A adição de SO2 ocorre em várias fases do processo de vinificação. O mosto é 
tratado imediatamente após o esmagamento das uvas para preservar os constituintes que 
são sensíveis à oxidação, pois evita a oxidação enzimática e elimina microrganismos 
indesejáveis (bactérias, leveduras e fungos). O tratamento dos vinhos com SO2 também 
pode ocorrer depois da fermentação alcoólica para eliminar microrganismos patogénicos. 
Por fim, a adição de SO2 ocorre ainda antes do engarrafamento para evitar fenómenos de 
oxidação no vinho depois de engarrafado e para a segurança microbiológica do produto 
final, aumentando a sua longevidade [60].  
Quando o SO2 é adicionado ao mosto ou vinho é estabelecido um equilíbrio entre 
as diversas formas moleculares desse composto. Uma parte reage com alguns compostos 
presentes no vinho, como acetaldeído, açúcares, antocianas, ácidos cetónicos e urónicos e 
moléculas dicarbonílicas. A outra parte é chamada de SO2 livre. A maioria do SO2 livre 
está presente sob a forma de hidrogenossulfito (HSO3
-) [61].  
Os sulfitos são seguros para a maioria dos consumidores que consomem alimentos 
e bebidas que os contêm. No entanto, algumas pessoas sensíveis aos sulfitos podem reagir 
a estas substâncias com sintomas alérgicos, como broncoespasmos e, além disso, os 
sulfitos também têm sido dados como os maiores culpados no surgimento de respostas 
asmáticas desencadeadas pelo consumo de vinho [62]. Estas complicações de saúde tornam 
o consumo de vinho proibitivo a consumidores que tenham este tipo de reacção alérgica.  
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De forma a minimizar o impacto dos sulfitos nos consumidores, diferentes métodos 
têm sido testados para a substituição ou redução dos teores de anidrido sulfuroso na 
produção e conservação dos vinhos, tais como a adição de dimetildicarbonato [63], uso de 
lisozima [64], uso de bacteriocinas [65], aplicação de campos eléctricos pulsados [66] e 
alta pressão hidrostática [67]. No entanto, nenhum destes tratamentos revelou ser eficaz na 
substituição da adição de SO2, sendo necessário continuar a estudar metodologias 
alternativas para a sua substituição nos vinhos. 
 
1.3. Relevância do Trabalho 
As características e propriedades da quitosana, em conjunto com o facto de ser 
possível modificá-la quimicamente, incrementando assim as suas propriedades 
antioxidantes e antimicrobianas, tornam-na num polímero interessante para ser utilizado no 
vinho com o intuito de reduzir ou mesmo eliminar a adição de SO2 na vinificação. 
Com o trabalho desenvolvido nesta dissertação pretendeu-se desenvolver uma 
metodologia que permitisse a produção de filmes com base em quitosana mas insolúveis 
em soluções hidroalcoólicas ácidas, como é o caso do vinho, e com uma actividade 
antioxidante superior à dos filmes produzidos apenas com quitosana.  
Com este objectivo foi estudado o uso de um crosslinker, para diminuir a 
solubilidade dos filmes em soluções ácidas, e de um graft, com elevada actividade 
antioxidante, para aumentar a capacidade antioxidante dos filmes produzidos. Os 
crosslinkers testados na produção dos filmes foram um organossilano (CPTMS) e o 
genipin. Estes compostos foram seleccionados principalmente devido à sua baixa 
toxicidade. O graft usado neste trabalho foi o ácido cafeico devido à sua capacidade 
antioxidante e também por possuir na sua estrutura carbonos vinílicos que permitiam a 
ligação à molécula de quitosana por meio radicalar. 
Os filmes produzidos foram caracterizados em relação à sua actividade antioxidante 
e solubilidade em soluções hidroalcoólicas ácidas. Uma caracterização estrutural dos 
filmes produzidos foi também realizada por espectroscopia de infravermelho (FTIR). 
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Capítulo 2 – Material e Métodos 
 
2.1. Preparação de filmes de quitosana  
A solução de quitosana (Aldrich, massa molecular média, de acordo com o 
fabricante) 1,5% (m/v) foi obtida por dissolução em solução aquosa de ácido acético 5% 
(v/v), com agitação, durante 16 h à temperatura ambiente. A 50 g de solução de quitosana 
adicionaram-se 0,4 g de glicerol, como plastificante, e esta mistura foi colocada num banho 
de água a 50 ºC, com agitação, durante 10 min, de modo a promover a sua 
homogeneização. Após arrefecer até à temperatura ambiente mantendo uma agitação 
constante (durante 30 min), a solução foi filtrada sob vácuo com um funil de placa porosa 
(G2), tendo-se seguidamente procedido à sua desgaseificação também por vácuo. Desta 
solução, foram transferidos 31 g para uma placa de plexiglass 12 x 12 cm (com uma área 
útil de 144 cm2). A placa com a solução foi colocada na estufa num suporte nivelado, onde 
permaneceu durante 16 h, a 35 ºC, para formação do filme por evaporação do solvente. 
Este filme foi designado por “Q”. 
 
2.2. Preparação de filmes híbridos de quitosana e (3-cloropropil)trimetoxissilano 
(CPTMS) 
Para além dos filmes de quitosana, foram também preparados filmes híbridos de 
quitosana com CPTMS, por adaptação do método descrito por Shiu et al. [38]. 
A solução de quitosana foi obtida de acordo com o descrito em 2.1, por dissolução 
em solução aquosa de ácido acético e adição de glicerol. A esta solução adicionaram-se  
2 mL de CPTMS (Aldrich, pureza ≥ 97%) e deixou-se reagir durante 1 h. A solução foi 
filtrada, desgaseificada e colocada numa placa de plexiglass tal como descrito em 2.1. A 
placa com a solução foi colocada na estufa durante 2 h a 70 ºC. Após este tempo, o filme 
foi retirado da placa e colocado numa solução de NaOH 1 M durante 1 h e depois foi 
novamente colocado na estufa a 70 ºC, durante 2 h, para completar a substituição 
nucleolfílica alifática. Decorrido esse tempo, retirou-se o filme da estufa, lavou-se 
abundantemente com água destilada até neutralização e foi deixado a secar à temperatura 
ambiente. Este filme foi designado por “Q+CPTMS”. 
Paralelamente à preparação deste filme híbrido, preparou-se um filme controlo 
utilizando a mesma metodologia, em que apenas se usou quitosana sem adição de CPTMS, 
designando-se por “QcontroloCPTMS”. 
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2.3. Grafting de ácido cafeico aos filmes 
O grafting do ácido cafeico aos filmes foi efectuado por meio radicalar com recurso 
a agentes oxidantes. Dois agentes oxidantes foram testados: o persulfato de potássio (KPS) 
e o hexanitrocerato (IV) de amónia (CAN).  
Para o KPS (Fluka, pureza ≥ 99%) diferentes condições de reacção (concentração 
de KPS, tempo e temperatura) foram usadas. A 3 mL de uma solução de KPS adicionaram-
se 3 cm2 de filme e deixou-se reagir durante determinado período de tempo e determinada 
temperatura, de acordo com a Tabela 1. Depois adicionaram-se 200 µL de uma solução de 
ácido cafeico (Sigma-Aldrich, pureza ≥95%) em etanol 4% (m/v), borbulhou-se com N2 
(g) e deixou-se reagir no escuro, com agitação, a 40 ºC durante 3 h. 
 
Tabela 1 – Condições testadas para o grafting de ácido cafeico em filmes de quitosana e quitosana com 
CPTMS com recurso a KPS ou CAN. 
Nome do 
filme 
Suporte do grafting 
[KPS] 
(mM) 
[CAN] 
(mM) 
Tempo 
(min) 
Temperatura 
(ºC) 
KPS01 Q+CPTMS 2,5 - 30 40 
KPS02 Q+CPTMS 2,5 - 10 40 
KPS03 Q+CPTMS 0,50 - 10 40 
KPS04 Q+CPTMS 0,25 - 30 40 
KPS05 Q+CPTMS 0,25 - 60 40 
KPS06 Q+CPTMS 0,25 - 10 40 
KPS07 Q+CPTMS 0,25 - 10 25 
KPS08 Q+CPTMS 0,25 - 10 60 
KPS09 Q 0,25 - 10 40 
KPS10 Q 0,25 - 10 60 
KPS11 QcontroloCPTMS 0,25 - 10 60 
CAN01 Q+CPTMS - 6 60 40 
CAN02 Q+CPTMS* - 6 60 40 
CAN03 Q+CPTMS - 6 0 40 
* filme lavado com água destilada depois de reagir com CAN 6 mM antes da adição do ácido 
cafeico. 
 
O grafting de ácido cafeico no filme de Q+CPTMS com recurso ao CAN (BDH, 
pureza ≥ 98%) como agente oxidante foi testado utilizando-se uma solução aquosa de 
CAN 6 mM. A 2,5 mL desta solução adicionaram-se 3 cm2 de filme e deixou-se reagir 
durante 1 hora a 40 ºC. Depois da reacção com CAN, adicionaram-se 200 µL de uma 
solução de ácido cafeico em etanol 4% (m/v), borbulhou-se com N2 (g) e deixou-se reagir 
no escuro, com agitação, a 40 ºC durante 3 h. As diferentes condições de reacção 
(concentração de CAN, tempo e temperatura) usadas estão descriminadas na Tabela 1.  
 
 
 
 
 
 
- 25 - 
Efectuou-se ainda um filme (CAN02) semelhante ao CAN01 mas com a diferença 
de que o filme foi lavado com água destilada depois de reagir com o CAN, para retirar o 
seu excesso, antes da adição do ácido cafeico. 
Foi também feito um filme de Q+CPTMS com grafting de ácido cafeico em que se 
utilizou o procedimento descrito para a preparação do filme CAN01, com a excepção do 
facto do ácido cafeico ter sido adicionado simultaneamente com o CAN, sendo este filme 
designado por “CAN03”. 
No final do grafting todos os filmes foram lavados num extractor de Soxhlet de  
60 mL com 130 mL de metanol durante 2 h (12 ciclos/h), para extrair todo o ácido cafeico 
não ligado à quitosana. Em cada lavagem, usou-se sempre a mesma área de filme (12 cm2). 
 
2.4. Grafting de ácido cafeico a quitosana em solução 
Em alternativa à adição do ácido cafeico aos filmes, foi também efectuada a adição 
do ácido cafeico à quitosana ainda em solução (Qsolução). A 50 g de solução de quitosana 
1,5% (m/v), preparada como descrito em 2.1, juntaram-se 50 mL de solução aquosa de 
CAN com determinada concentração, tal como descriminado na Tabela 2, e 4 mL de ácido 
cafeico em etanol 4% (m/v). Esta mistura foi borbulhada com N2 (g) e foi colocada num 
banho de água a 40 ºC, no escuro, com agitação durante 3 h. Passado este tempo de 
reacção, adicionaram-se 600 mL de acetona destilada para precipitar a quitosana [39]. De 
seguida centrifugou-se a 15000 rpm durante 20 min e a 4ºC para a separação do 
precipitado. O precipitado foi colocado em 100 mL de metanol durante 1 h para retirar 
algum do ácido cafeico não ligado à quitosana e, em seguida, voltou-se a centrifugar como 
descrito anteriormente. O precipitado foi dissolvido em 45 mL de solução aquosa de ácido 
acético 5% (v/v). Após completa dissolução foi adicionado glicerol, a solução foi 
homogeneizada, filtrada, desgaseificada e transferida para uma placa de plexiglass, tal como 
descrito em 2.1. O filme formado foi retirado da placa e lavado num extractor de Soxhlet, 
tal como descrito no ponto 2.3. Os filmes de quitosana com ácido cafeico obtidos desta 
forma são designados por “QCafxx”, correspondendo “xx” à designação específica de cada 
filme, tal como descrito na Tabela 2. 
Paralelamente a estes filmes, preparou-se um filme apenas de quitosana (Qsolução). 
Para cada filme, 100 g de solução de quitosana 1,5% (m/v) foi precipitada com 300 mL de 
acetona destilada. O precipitado foi centrifugado e separado, tal como descrito no 
 
 
 
 
 
 
- 26 - 
parágrafo anterior, sendo depois colocado em 45 mL de solução aquosa de ácido acético 
5% (v/v), com agitação, até completa dissolução. De seguida, procedeu-se como descrito 
em 2.1 para a obtenção de um filme de quitosana. Filmes de quitosana preparados desta 
forma foram ou não lavados num extractor de Soxhlet, conforme descriminado na Tabela 
2, sendo que em caso afirmativo a lavagem foi efectuada como descrito em 2.3. Os filmes 
de quitosana obtidos desta forma são designados por “Qxx”, correspondendo “xx” à 
designação específica de cada filme, tal como descrito na Tabela 2.  
 
2.4.1 Tratamento com NaOH 
O tratamento com NaOH consistiu em colocar 3 cm2 de filme numa solução de 
NaOH 1 M durante 1 h. Decorrido esse tempo, os filmes foram lavados abundantemente 
com água destilada para remoção do NaOH. Estes filmes assim neutralizados foram 
deixados a secar à temperatura ambiente. Os filmes submetidos a este tratamento 
correspondem, na Tabela 2, àqueles que têm “Sim” na coluna do “Tratamento com NaOH” 
e a sua designação é acrescida de “n”. 
 
2.4.2. Tratamento com NaBH4 
Alguns filmes foram também mergulhados numa solução de NaBH4 10% (m/v) em 
NH3 3 M durante 1 h, numa proporção de 10 mL de solução para 3 cm
2 de filme. Decorrido 
esse tempo, o excesso de NaBH4 foi removido com água destilada. Estes filmes reduzidos, 
foram também deixados a secar à temperatura ambiente. Os filmes submetidos a este 
tratamento correspondem, na Tabela 2, àqueles que têm “Sim” na coluna do “Tratamento 
com NaBH4” e a sua designação é acrescida de “r”. Este tratamento, em alguns casos, tal 
como descrito na Tabela 2, foi acrescentado ao tratamento com NaOH descrito em 2.4.1., 
sendo neste caso de duplo tratamento, a designação do filme acrescida de “nr”.  
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Tabela 2 – Condições testadas para o grafting de ácido cafeico a quitosana em solução (Qsolução) com 
recurso a CAN. 
Nome do 
filme 
Data 
[CAN] 
(mM) 
Tratamento com 
NaOH 
Tratamento com 
NaBH4 
Genipin 
Lavagem 
Soxhlet 
Figura nº 
Q01 - - - - - 
Q01n - Sim - - - 
Q01nr - Sim Sim - - 
QCaf01 6 - - - Sim 
QCaf01n 6 Sim - - Sim 
QCaf01nr 6 Sim Sim - Sim 
QCaf02 30 - - - Sim 
QCaf02n 30 Sim - - Sim 
QCaf02nr 
 
 
10 Maio 
 
 
 
30 Sim Sim - Sim 
18 
QCaf03 30 - - - Sim 
QCaf03n 30 Sim - - Sim 
QCaf03nr 30 Sim Sim - Sim 
QCaf04 60 - - - Sim 
QCaf04n 60 Sim - - Sim 
QCaf04nr 
25 Maio 
60 Sim Sim - Sim 
19 
Q02 - - - - - 
Q02n - Sim - - - 
Q02nr - Sim Sim - - 
QCaf04 60 - - - Sim 
QCaf04n 60 Sim - - Sim 
QCaf04nr 
01 Junho 
60 Sim Sim - Sim 
20 
Q03 - - - - Sim 
Q03n - Sim - - Sim 
Q03nr - Sim Sim - Sim 
QCaf05 60 - - - Sim 
QCaf05n 60 Sim - - Sim 
QCaf05nr 
16 Junho 
60 Sim Sim - Sim 
21 
QCaf03 30 - - - Sim 
QCaf03n 30 Sim - - Sim 
QCaf03nr 30 Sim Sim - Sim 
QCaf06 30 - - - Sim 
QCaf06n 30 Sim - - Sim 
QCaf06nr 
01 Junho 
30 Sim Sim - Sim 
22 
Q04 - - - - Sim 
Q04n - Sim - - Sim 
Q04r - - Sim - Sim 
QG01 - - - Sim Sim 
QG01n - Sim - Sim Sim 
QG01r - - Sim Sim Sim 
QCaf07 60 - - - Sim 
QCaf07n 60 Sim - - Sim 
QCaf07r 60 - Sim - Sim 
QCafG01 60 - - Sim Sim 
QCafG01n 60 Sim - Sim Sim 
QCafG01r 
16 
Agosto 
60 - Sim Sim Sim 
23, 24 e 
25 
Q05 - - - - Sim 
Q05n - Sim - - Sim 
Q05r - - Sim - Sim 
QG02 - - - Sim Sim 
QG02n - Sim - Sim Sim 
QG02r - - Sim Sim Sim 
QCaf08 60 - - - Sim 
QCaf08n 60 Sim - - Sim 
QCaf08r 60 - Sim - Sim 
QCafG02 60 - - Sim Sim 
QCafG02n 60 Sim - Sim Sim 
QCafG02r 
13 
Setembro 
60 - Sim Sim Sim 
26 e 27 
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2.5. Crosslinking de genipin à quitosana com grafting de ácido cafeico 
O grafting do ácido cafeico com CAN 60 mM foi efectuado tal como descrito no 
ponto 2.4. Após completa dissolução do precipitado, adição e homogenização do glicerol, 
adicionou-se à mistura 250 µL de solução de genipin (Challenge Bioproduts Co,  
pureza ≥ 98%) 10% (m/v) em etanol, de forma a ter uma concentração de 0,05% de 
genipin no filme. A mistura foi deixada a homogeneizar com agitação constante durante 30 
min [29]. Decorrido este tempo, filtrou-se, desgaseificou-se e colocou-se na placa, tal 
como descrito no ponto 2.1. Após 6 h da adição do genipin, os filmes foram colocados a 
secar na estufa a 35 ºC, durante 16 h. Este filme de quitosana com ácido cafeico e genipin 
foi depois lavado num extractor de Soxhlet, tal como descrito no ponto 2.3. Os filmes de 
quitosana com ácido cafeico e genipin obtidos desta forma são designados por “QCafGxx”, 
correspondendo “xx” à designação específica de cada filme, tal como descrito na Tabela 2. 
A este filme foi também efectuado o tratamento de neutralização com NaOH ou de redução 
com NaBH4, tal como descrito em 2.4.1. e 2.4.2., respectivamente.  
Para o estudo do crosslinking de genipin à quitosana com grafting de ácido cafeico, 
além dos filmes de “QCafGxx”, foram sempre preparados, como termo de comparação, 
filmes apenas de quitosana e de quitosana com ácido cafeico, tal como descritos em 2.4, e 
filmes apenas de quitosana com genipin, utilizando a metodologia descrita no parágrafo 
anterior, em que a concentração genipin no filme foi de 0,05%. O filme de quitosana com 
genipin obtido desta forma é designado por “QGxx”, correspondendo “xx” à designação 
específica de cada filme, tal como descrito na Tabela 2. A este filme foi também efectuado 
o tratamento com NaOH ou com NaBH4.  
 
2.6. Avaliação da actividade antioxidante dos filmes 
A actividade antioxidante dos filmes produzidos foi determinada por uma 
adaptação do método do ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico), ABTS, 
descrito por Re et al. [17]. 
Preparou-se uma solução de ABTS 7 mM em persulfato de potássio 2,45 mM. 
Primeiro preparou-se a solução de persulfato e depois dissolveu-se o ABTS nessa solução. 
Deixou-se esta solução a reagir no escuro, à temperatura ambiente durante 12-16 h, para a 
formação do ABTS+•. Diluiu-se 1 mL da solução de ABTS+• em 80 mL de etanol. A 
absorvância a 734 nm desta solução foi medida num espectrofotómetro (Jenway 6405 
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UV/Vis) e a concentração da solução foi ajustada de modo a ter valores de absorvância 
entre 0,700 e 0,800. 
Um quadrado de filme com 1 cm2 de área foi colocado em 1,5 mL de solução de 
ABTS+•. Deixou-se reagir no escuro, num agitador orbital a 80 rpm (Lab-line). A 
absorvância a 734 nm da solução de ABTS+• foi medida ao fim de 72 h de reacção 
(excepto no caso da Tabela 3 e Figura 18, em que a % de inibição foi determinada apenas 
ao fim de 24 horas). A absorvância da solução de ABTS sem filme foi também medida ao 
fim de 24 ou 72 h, conforme o caso. Todas as análises foram realizadas em triplicado para 
cada par filme/tratamento. A actividade antioxidante dos filmes foi determinada pela 
percentagem de inibição calculada da seguinte forma: 
% Inibição =100 × (Ab-Aa)/Ab 
onde Ab é o valor da absorvância do ABTS+• (sem filme) e Aa é o valor da absorvância do 
ABTS+• na presença da amostra (filme), ambos ao fim de 72 h de reacção (excepto no caso 
da Tabela 3 e Figura 18, em que a % de inibição foi determinada apenas ao fim de 24 
horas). 
 
2.7. Avaliação da solubilidade dos filmes em solução matriz de vinho 
Os ensaios de solubilidade foram realizados numa solução matriz de vinho, isto é, 
uma solução 10% etanol com pH 3,5 ajustado com ácido clorídrico. Um quadrado de filme 
com 2 cm2 de área foi pesado e colocado em 30 mL de solução matriz à temperatura 
ambiente com agitação orbital (80 rpm) durante 7 dias. Ao fim deste tempo, os filmes 
foram retirados da solução e colocados numa estufa a 105 ºC durante 16 h. Os filmes foram 
retirados da estufa e após arrefecerem até à temperatura ambiente num exsicador foram 
pesados. 
A solubilidade foi determinada pela percentagem de perda de massa calculada da 
seguinte forma: 
% perda de massa = 100 × (Mi-Mf)/Mi, 
onde Mi é a massa de filme seco antes de colocar na solução matriz e Mf é a massa de 
filme seco após 7 dias na solução matriz de vinho.   
 Os ensaios de solubilidade foram efectuados em triplicado para cada par 
filme/tratamento. 
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2.8. Determinação da Humidade 
Colocaram-se cápsulas de vidro na estufa durante 5 h a 105ºC e deixaram-se 
arrefecer num exsicador contendo sílica gel azul, durante 20 min. Pesaram-se as cápsulas e 
em cada uma foi colocado um quadrado de filme com 4 cm2. O conjunto da cápsula e do 
quadrado de filme foi colocado na estufa a 105ºC durante 16 h. Deixou-se arrefecer o 
conjunto até à temperatura ambiente num exsicador contendo sílica gel azul, durante 20-30 
min. Pesou-se cada cápsula com o filme. A percentagem de humidade foi calculada da 
seguinte forma: 
% Humidade = 100 × (Mi-Mf)/(Mi-Mc) 
onde Mc é a massa da cápsula sem filme, Mi é a massa inicial do conjunto cápsula-filme 
antes da secagem e Mf é a massa final do conjunto cápsula-filme depois da secagem. A 
determinação foi efectuada em triplicado para cada par filme/tratamento. 
 
2.9. Caracterização dos filmes por FTIR 
Os espectros de FTIR dos diferentes filmes foram adquiridos na gama de números 
de onda entre 4000 e 600 cm-1 com uma resolução de 8 cm-1 num espectrómetro Perkin 
Elmer, Spectrum BX com acessório Golden Gate (sistema de ATR “Attenuated total 
reflection”, reflexão total atenuada), com a acumulação de 32 scans. A análise dos 
espectros foi realizada recorrendo ao software CATS desenvolvido por Barros [68] para a 
análise dos componentes principais (PCA).  
 
2.10. Análise Estatística 
 Os resultados obtidos para a actividade antioxidante e solubilidade foram avaliados 
estatisticamente de forma a verificar qual ou quais são significativamente diferentes e para 
isso foi utilizado os testes F e t-student com um nível de significância de 95%. Tal 
avaliação foi realizada com recurso aos testes F e t-student do Microsoft Excel 2003. 
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Capítulo 3 – Resultados e Discussão 
 
 O desenvolvimento dos filmes de quitosana com actividade antioxidante e 
insolúveis em meio ácido foi realizado em duas fases. Numa primeira fase foi optimizada a 
ligação do ácido cafeico à quitosana (grafting). Nesta optimização foi testado o uso de dois 
agentes oxidantes, o persulfato de potássio (KPS) e o hexanitrocerato (IV) de amónia 
(CAN), para a ligação do ácido cafeico, primeiro em filmes de quitosana com e sem  
(3-cloropropil)trimetoxissilano (CPTMS) e depois em quitosana em solução aquosa de 
ácido acético. O sucesso na ligação do ácido cafeico à quitosana foi avaliado por 
determinação da actividade antioxidante dos filmes.  
Na segunda fase do trabalho foram preparados filmes com adição de genipin 
(crosslinker) às soluções de quitosana com ácido cafeico. A actividade antioxidante destes 
filmes foi também determinada, assim como a sua solubilidade em solução matriz de vinho 
(solução hidroalcoólica a pH 3,5). 
 
3.1. Optimização da preparação de filmes de quitosana com grafting de ácido cafeico  
 
3.1.1. Filmes de quitosana e filmes híbridos de quitosana com CPTMS 
Numa primeira fase, o grafting com ácido cafeico foi testado simultaneamente em 
filmes de quitosana (Q) e filmes híbridos de quitosana com CPTMS (Q+CPTMS). Para a 
ligação do ácido cafeico, foram testadas várias condições de reacção do agente oxidante 
com os filmes, tais como a concentração de KPS (0,25, 0,5 e 2,5 mM), o tempo (10, 30 e 
60 min) e a temperatura de reacção (25, 40 e 60 ºC) (Tabela 1). Na Tabela 3 pode-se 
observar que, em todas as condições de reacção testadas, os filmes de Q e de Q+CPTMS 
com ácido cafeico produzidos demonstraram não possuir actividade antioxidante ou 
possuir actividade antioxidante muito baixa. Como exemplo, na Figura 17 estão 
representados os resultados obtidos para a determinação da actividade antioxidante dos 
filmes de quitosana (QcontroloCPTMS), quitosana com CPTMS e quitosana com CPTMS 
depois do grafting com uso de KPS 0,25 e 0,5 mM (10 min a 40 ºC). Após o grafting do 
ácido cafeico ao filme de Q+CPTMS utilizando KPS 0,25 e 0,5 mM, os filmes 
apresentaram actividade antioxidante muito inferior à do filme de QcontroloCPTMS sem adição 
de ácido cafeico (23% de inibição do ABTS) e do filme de Q+CPTMS (20%). Esta perda 
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de actividade antioxidante após o grafting pode ocorrer devido ao facto do KPS, além de 
originar radicais no átomo de azoto do grupo amina da quitosana, através dos quais se pode 
ligar o ácido cafeico, poder causar também a quebra das ligações glicosídicas da quitosana 
e com isso o polímero perde a sua estrutura e consequentemente as suas propriedades, tal 
como foi descrito por Hsu et al. [42].  
 
Tabela 3 – Actividade antioxidante dos filmes de quitosana com grafting de ácido cafeico com recurso a KPS 
ou CAN como agentes oxidantes. 
Nome do 
filme 
Suporte do 
grafting 
[KPS] 
(mM) 
[CAN] 
(mM) 
Tempo 
(min) 
Temperatura 
(ºC) 
% inibição 
(ABTS) 
KPS01 Q+CPTMS 2,5 - 30 40 3,01 ± 0,84 
KPS02 Q+CPTMS 2,5 - 10 40 0,72 ± 0,22 
KPS03 Q+CPTMS 0,50 - 10 40 1,91 ± 0,85 
KPS04 Q+CPTMS 0,25 - 30 40 0,0 ± 0,0 
KPS05 Q+CPTMS 0,25 - 60 40 0,0 ± 0,0 
KPS06 Q+CPTMS 0,25 - 10 40 0,22 ± 0,08 
KPS07 Q+CPTMS 0,25 - 10 25 0,0 ± 0,0 
KPS08 Q+CPTMS 0,25 - 10 60 0,0 ± 0,0 
KPS09 Q 0,25 - 10 40 0,0 ± 0,0 
KPS10 Q 0,25 - 10 60 ** 
KPS11 QcontroloCPTMS 0,25 - 10 60 0,0 ± 0,0 
CAN01 Q+CPTMS - 6 60 40 0,0 ± 0,0 
CAN02 Q+CPTMS* - 6 60 40 0,0 ± 0,0 
CAN03 Q+CPTMS - 6 0 40 0,0 ± 0,0 
* filme lavado com água destilada depois de reagir com CAN 6 mM antes da adição do ácido 
cafeico. ** O filme dissolveu-se durante o tempo de reacção. 
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Figura 17 – Actividade antioxidante dos filmes de quitosana (QcontroloCPTMS) e filmes híbridos de Q+CPTMS e 
Q+CPTMS+Caf com KPS 0,5 (KPS03) e 0,25 mM (KPS06). (letras diferentes representam valores 
significativamente diferentes, p<0,05 e n=3) 
 
  Na Figura 17 é visível que a actividade antioxidante do filme de quitosana (Q) é 
significativamente superior à do filme de Q+CPTMS. A actividade antioxidante da 
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quitosana está associada aos seus grupos amina [15]. Como o CPTMS se liga à quitosana 
por esses grupos [38], diminui o número de grupos amina livres e, consequentemente, é 
possível que origine a diminuição da capacidade antioxidante dos filmes híbridos de 
quitosana com CPTMS. 
Devido a este insucesso com a utilização do KPS para a obtenção de filmes com 
actividade antioxidante superior, foi testado o uso de CAN como agente oxidante para o 
grafting dos filmes híbridos de quitosana (Q+CPTMS). O CAN já tinha sido descrito por 
vários autores, tais como Jung et al. [39] e Pourjavadi et al. [41], como sendo um agente 
oxidante eficiente para o grafting da quitosana. Diferentes condições de reacção foram 
testadas, tal como discriminado na Tabela 2. Foram ainda produzidos filmes em que estes 
foram lavados após a reacção com o CAN e antes da adição do ácido cafeico. No entanto, 
todos os filmes produzidos de Q+CPTMS utilizando CAN para o grafting de ácido cafeico 
não apresentaram capacidade antioxidante (Tabela 3).  
Todas as condições de reacção testadas para o grafting do ácido cafeico aos filmes 
de Q e de Q+CPTMS, utilizando KPS ou CAN como agente oxidante, revelaram ser 
infrutíferas na produção de filmes com actividade antioxidante superior aos filmes de 
quitosana. 
 
3.1.2. Solução de quitosana 
 Uma vez que não se obtiveram resultados positivos em termos de actividade 
antioxidante em todas as condições testadas anteriormente em filmes de quitosana, foi 
testado o grafting do ácido cafeico directamente à quitosana em solução aquosa de ácido 
acético, tal como descrito por Jung et al. [39]. Nestas condições, os resíduos de 
glucosamina da quitosana devem estar muito mais acessíveis ao CAN, do que quando a 
quitosana está em forma de filme, promovendo a ligação do ácido cafeico à quitosana. 
Nos primeiros filmes produzidos foi utilizada uma solução de CAN 6 mM, que foi 
adicionada à quitosana em solução. Os filmes obtidos de quitosana com ácido cafeico não 
neutralizados apresentaram uma actividade antioxidante praticamente nula (Figura 18), 
muito inferior à actividade antioxidante do filme de quitosana não neutralizado (23%). 
Após a neutralização dos filmes com NaOH, há uma diminuição da capacidade 
antioxidante nos filmes de Q e um aumento nos de QCaf, apresentando ambos os filmes 
uma percentagem de inibição do ABTS de 5%. 
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Como o CAN é um agente oxidante, é possível que também possa oxidar o ácido 
cafeico a orto-quinona, visto que o potencial padrão de redução do par Ce4+/Ce3+ é de 1,7 
V [69] e o potencial padrão de redução do par o-quinona/ácido cafeico é de -30 mV [70]. 
Como a oxidação do ácido cafeico originaria a perda da sua actividade antioxidante, optou-
se por testar a redução dos filmes com NaBH4 em meio básico, depois da sua neutralização 
com NaOH. O potencial de oxidação em meio básico do boro-hidreto é de 1,24 V [71], 
sendo bastante superior ao da o-quinona (30 mV) [70]. Assim, o boro-hidreto tem maior 
capacidade para se oxidar, reduzindo a o-quinona a ácido cafeico, retomando a sua 
capacidade antioxidante. No entanto, os resultados da Figura 18 mostram que a actividade 
antioxidante dos filmes neutralizados e reduzidos não é significativamente diferente dos 
filmes de Q e QCaf com CAN 6 mM neutralizados. 
 Como o CAN complexa com as moléculas de glucosamina [43], o facto de não se 
terem obtido filmes com actividade antioxidante pode ser devido à quantidade de CAN ser 
muito inferior à quantidade de moléculas de glucosamina. Por esta razão foi testada a 
produção de filmes com ácido cafeico em que a concentração da solução de CAN foi 
aumentada 5 vezes (30 mM). 
Na Figura 18, além da actividade antioxidante dos filmes de quitosana e de 
quitosana com ácido cafeico com CAN 6 mM, está também representada a actividade 
antioxidante dos filmes de quitosana com ácido cafeico com CAN 30 mM, ao fim de 24 
horas. O aumento da concentração da solução de CAN para 30 mM permitiu produzir 
filmes com actividade antioxidante superior à dos filmes de Q e QCaf com CAN 6 mM, 
nomeadamente para os filmes neutralizados e filmes neutralizados e reduzidos. 
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Figura 18 – Actividade Antioxidante de filmes de quitosana (Q01) e quitosana com ácido cafeico utilizando 
CAN 6 (QCaf01) e 30 (QCaf02) mM. (letras diferentes representam valores significativamente diferentes 
p<0,05 e n=3) 
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Uma vez que com a concentração de CAN 30 mM se conseguiu obter filmes com 
actividade antioxidante superior, efectuou-se o mesmo procedimento usando uma 
concentração de CAN superior (60 mM), na tentativa de aumentar o número de moléculas 
de ácido cafeico ligadas à quitosana e consequentemente incrementar a sua actividade 
antioxidante. Os resultados obtidos para a actividade antioxidante para cada um destes 
filmes são apresentados na Figura 19. Para aumentar a percentagem de inibição,  esta 
passou a ser medida ao fim de 72 h e não de 24 h. 
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Figura 19 – Actividade antioxidante dos filmes de quitosana com ácido cafeico, usando CAN 30 (QCaf03) e 
60 mM (QCaf04). (letras diferentes representam valores significativamente diferentes p<0,05 e n=3) 
 
Pela análise da Figura 19 pode dizer-se que os filmes não neutralizados parecem 
apresentar uma capacidade pró-oxidante em vez de antioxidante, devido aos valores 
negativos obtidos. Isto indica que o ácido cafeico presente nestes filmes se poderá 
encontrar oxidado. A actividade antioxidante dos filmes neutralizados é semelhante à dos 
filmes neutralizados e reduzidos em ambas as condições, CAN 30 e 60 mM. Nestes filmes 
também se verifica que a neutralização com posterior redução dos filmes não aumenta a 
sua actividade antioxidante.  
Os filmes neutralizados produzidos com CAN 60 mM têm uma actividade 
antioxidante significativamente superior à dos filmes obtidos com CAN 30 mM. Como o 
aumento da concentração de CAN de 30 mM para 60 mM não originou uma grande 
diferença na actividade antioxidante, não se justificou tentar uma concentração de CAN 
mais elevada. Assim, o uso da solução de CAN com concentração 60 mM foi a condição 
seleccionada para a produção de filmes de quitosana com grafting de ácido cafeico.  
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Após terem sido definidas as condições de produção dos filmes, com grafting de 
ácido cafeico, novos filmes foram produzidos com e sem adição de ácido cafeico. A Figura 
20 compara a capacidade antioxidante de filmes de Q e filmes de QCaf obtidos com CAN 
60 mM. Apenas para os filmes neutralizados, o filme de QCaf tem uma actividade 
antioxidante superior à do filme de Q. O filme de Q não neutralizado é o que possui maior 
capacidade antioxidante, não sendo significativamente diferente do filme de QCaf 
neutralizado. 
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Figura 20 – Actividade antioxidante dos filmes de Q (Q02) e QCaf usando CAN 60 mM (QCaf04). (letras 
diferentes representam valores significativamente diferentes, p<0,05 e n=3) 
 
O ácido cafeico é muito pouco solúvel em acetona. Como a quitosana depois do 
grafting do ácido cafeico se precipitou com acetona, parte do ácido cafeico não ligado à 
quitosana pode ter ficado misturada com o precipitado a partir do qual foram feitos os 
filmes de QCaf. A lavagem em Soxhlet com metanol serve então para retirar todo o ácido 
cafeico não ligado à quitosana, uma vez que este é muito solúvel em metanol. 
Como o filme de quitosana não tinha sido lavado em Soxhlet, ao contrário dos 
filmes produzidos com ácido cafeico, para aferir se o grafting do ácido cafeico confere 
maior actividade antioxidante ao filme foi necessário lavar este filme em Soxhlet durante 2 
h. Na Figura 21 está representada a actividade antioxidante dos filmes produzidos com e 
sem adição de ácido cafeico, mas em que todos os filmes foram lavados em Soxhlet. Pela 
análise deste gráfico verifica-se que o filme de quitosana não contendo ácido cafeico e não 
neutralizado apresenta uma actividade antioxidante inferior (40%) comparando com o 
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mesmo filme não lavado (Figura 20). Este resultado demonstra que com a lavagem existe 
um decréscimo de aproximadamente 50% na actividade antioxidante do filme apenas de 
quitosana. Isto pode ser devido ao facto da lavagem remover pequenas cadeias de 
oligoquitosana livres com capacidade antioxidante [7]. No entanto, verifica-se que os 
filmes com ácido cafeico produzidos posteriormente apresentam uma percentagem de 
inibição do ABTS ligeiramente superior, facto esse que se deve à variabilidade que se 
encontra quando se preparam novos filmes. 
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Figura 21 – Actividade antioxidante dos filmes de Q (Q03) e QCaf  usando CAN 60 mM (QCaf05), lavados 
em Soxhlet. (letras diferentes representam valores significativamente diferentes, p<0,05 e n=3) 
 
Na Figura 21, comparando os filmes de Q e QCaf, verifica-se que existem 
diferenças significativas entre eles, ou seja, o grafting do ácido cafeico incrementou a 
capacidade antioxidante em 62% nos filmes neutralizados e 96% nos filmes neutralizados e 
reduzidos. Estes resultados vão de encontro ao já descrito por vários autores [38, 39, 72], 
que efectuaram grafting de compostos fenólicos em quitosana e que obtiveram um 
aumento na sua capacidade antioxidante.  
Os filmes de Q não neutralizados, neutralizados e neutralizados e reduzidos não 
apresentam diferenças significativas entre si, o que significa que os diferentes tratamentos 
não provocaram alterações na actividade antioxidante dos filmes apenas com quitosana. No 
entanto, nos filmes de QCaf a neutralização provocou um grande aumento na capacidade 
antioxidante do filme em relação ao filme não neutralizado. Os filmes de QCaf não 
neutralizados parecem ter uma actividade pró-oxidante e com a neutralização estes passam 
a possuir uma capacidade antioxidante superior a 80%. Entre os filmes de QCaf 
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neutralizados e QCaf neutralizados e reduzidos não há diferenças significativas. Estes 
resultados demonstram mais uma vez que a redução após a neutralização não traz 
vantagem em relação à neutralização dos filmes. 
Para verificar se a actividade antioxidante dos filmes de QCaf com CAN 30 mM 
representada na Figura 18 era apenas devida ao ácido cafeico ligado à quitosana, estes 
filmes foram lavados no Soxhlet durante 2 e 4 h para verificar se todo o ácido cafeico livre 
era eliminado (Figura 22). 
 
a) a) 
b) 
b) 
c) b) 
c) 
c) 
-20
0
20
40
60
80
100
não neutralizado neutralizado neutralizado+reduzido
%
 In
ib
iç
ã
o
QCaf03 QCaf06
 
Figura 22 – Actividade antioxidante dos filmes quitosana com ácido cafeico lavados durante 2 (QCaf03) e 4 
(QCaf06) horas. (letras diferentes representam valores significativamente diferentes, p<0,05 e n=3) 
 
A actividade antioxidante dos filmes lavados 2 e 4 horas não apresenta diferenças 
significativas para o mesmo tratamento. Estes resultados demonstram que o tempo de 
lavagem de 2 h é suficiente para retirar todo o ácido cafeico não ligado à quitosana e que a 
actividade antioxidante dos filmes é apenas devida ao ácido cafeico ligado à molécula de 
quitosana. Para os filmes produzidos com CAN 60 mM não se efectuou o estudo 
representado na Figura 22 por se considerar que com uma concentração de CAN superior 
os resultados seriam semelhantes, visto que com uma concentração superior de CAN mais 
moléculas de ácido cafeico se ligarão à quitosana e por isso menos ácido cafeico estaria 
livre. 
 
3.2. Crosslinking de genipin à quitosana com grafting de ácido cafeico em solução 
O segundo objectivo deste trabalho era a produção de filmes resistentes a meio 
ácido. Assim, após optimizar a metodologia para a obtenção de filmes de quitosana com 
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actividade antioxidante superior, por grafting com ácido cafeico, procedeu-se à adição de 
genipin com a função de crosslinker.  
 
3.2.1. Actividade antioxidante 
A actividade antioxidante dos filmes de quitosana, quitosana com genipin, 
quitosana com ácido cafeico e quitosana com ácido cafeico e genipin é apresentada na 
Figura 23. Para cada tipo de filme foram produzidos filmes não neutralizados, 
neutralizados e reduzidos.  
Uma vez que, pelos resultados anteriores, para os filmes QCaf não havia vantagem 
na utilização da redução depois da neutralização, efectuou-se apenas a redução (seguindo o 
mesmo procedimento) após a lavagem dos filmes em Soxhlet. A lavagem, neste caso, teve 
como objectivo a remoção de moléculas não ligadas, nomeadamente o genipin e o ácido 
cafeico. 
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Figura 23 – Actividade antioxidante dos filmes de quitosana (Q04), quitosana com genipin (QG01), 
quitosana com ácido cafeico (QCaf07) e quitosana com ácido cafeico e genipin (QCafG01). (letras diferentes 
representam valores significativamente diferentes, p<0,05 e n=3) 
 
Os resultados obtidos demonstram que os filmes com ácido cafeico (QCaf e 
QCafG) não neutralizados parecem ter capacidade pró-oxidante, tal como já tinha sido 
verificado anteriormente. Após a neutralização, o filme com ácido cafeico e genipin 
apresenta uma capacidade antioxidante 80% superior à do filme de Q neutralizado e 40% 
superior à do filme de QCaf neutralizado. A adição de genipin origina um aumento da 
capacidade antioxidante dos filmes, pois os filmes de QCafG têm uma actividade 
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antioxidante (75%) que é significativamente superior em relação aos de QCaf (54%). Este 
resultado está de acordo com o descrito por Lee et al. [73], isto é, que o genipin possui 
actividade antioxidante.  
Uma vez que o ácido cafeico é adicionado à quitosana em meio ácido e com a 
presença de CAN, este, por ser um agente oxidante, pode provocar alterações na estrutura 
ou reacções de polimerização do ácido cafeico originando espécies que tenham actividade 
pró-oxidante. Segundo Andueza et al. [74], a decomposição térmica ou a decomposição do 
ácido cafeico em meio ácido pode originar produtos com capacidade pró-oxidante ou 
antioxidante. Em particular, o ácido cafeico tem tendência para descarboxilar formando o 
p-vinilcatecol que é nucleofílico e que facilmente pode gerar catiões com capacidade pró-
oxidante [74]. Por outro lado, a polimerização do ácido cafeico pode ainda originar 
compostos do tipo fenilindanos com grande capacidade antioxidante [75]. 
A neutralização dos filmes contendo ácido cafeico origina filmes com elevada 
capacidade antioxidante, semelhante à dos filmes neutralizados e reduzidos. Estes factos 
parecem sugerir que o meio básico (neutralização com NaOH e/ou redução com NaBH4 
em NH3) promove reacções com o ácido cafeico em que os produtos de reacção podem 
possuir maior capacidade antioxidante.  
A actividade antioxidante dos filmes com ácido cafeico (QCaf e QCafG) que foram 
reduzidos é inferior à dos filmes neutralizados. Estes resultados mostram que a redução dos 
filmes não melhora a sua capacidade antioxidante, comprovando que não é devido à 
simples oxidação do ácido cafeico que os filmes não neutralizados não têm actividade 
antioxidante. 
Os resultados apresentados para a actividade antioxidante dizem respeito à 
percentagem de inibição que cada cm2 de filme possui, ou seja, tem em conta apenas a área 
de filme. Considerando que apenas a superfície do filme é importante para a sua actividade 
antioxidante, esta é a aproximação mais correcta para comparar a actividade antioxidante 
dos diferentes filmes produzidos. No entanto, não só a superfície do filme pode ser 
responsável pela sua actividade antioxidante, pois a solução pode penetrar no seu interior. 
Na figura 23 está representada a capacidade antioxidante para cada tipo de filme produzido 
tendo em conta a massa de filme presente em cada cm2, uma vez que cada cm2 de filme 
tem massa diferente consoante o tipo de filme.  
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Figura 24 – Actividade antioxidante dos filmes de quitosana (Q04), quitosana com genipin (QG01), 
quitosana com ácido cafeico (QCaf07) e quitosana com ácido cafeico e genipin (QCafG01), por massa (mg) 
de filme. (letras diferentes representam valores significativamente diferentes, p<0,05 e n=3) 
 
A tendência dos resultados apresentados na Figura 24 é semelhante à que tinha sido 
apresentada na Figura 23, isto é, o filme QCafG neutralizado é o que apresenta maior 
actividade antioxidante (23%). No entanto, a diferença entre a actividade antioxidante dos 
filmes com ácido cafeico (QCaf e QCafG) neutralizados e reduzidos em relação aos filmes 
de quitosana e quitosana com genipin são ainda mais significativas, pois estes filmes têm 
massas superiores por cm2 em relação aos filmes de Q e QG. Estes resultados demonstram 
que, independentemente da forma como os filmes actuam em solução, considerando 
apenas a superfície do filme ou toda a sua massa, os filmes com ácido cafeico têm uma 
capacidade antioxidante superior.  
 
3.2.2. Solubilidade 
A solubilidade de todos os filmes (Q, QG, QCaf, QCafG) foi avaliada em soluções-
matriz de vinho (10% de etanol e pH 3,5) durante 7 dias. Os resultados obtidos nos ensaios 
de solubilidade estão representados na Figura 25. Os filmes não neutralizados apresentam 
maior perda de massa do que os filmes neutralizados e reduzidos. Comparando os filmes 
neutralizados com os filmes reduzidos, verifica-se que a solubilidade é semelhante, 
excepto para o filme de QG que apresenta menor perda de massa do que o filme 
neutralizado (14%).  
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Figura 25 – Percentagem de perda de massa dos filmes de quitosana (Q04), quitosana com genipin (QG01), 
quitosana com ácido cafeico (QCaf07) e quitosana com ácido cafeico e genipin (QCafG01) em solução 
modelo de vinho durante 7 dias. (letras diferentes representam valores significativamente diferentes, p<0,05 
e n=3) 
 
Os filmes de QCaf são os que têm perdas de massa superiores em todos os 
tratamentos. A quitosana tem capacidade de formar filmes devido a interacções 
electrostáticas entre os grupos hidroxilo e os grupos amina dos resíduos de glucosamina e o 
facto das cadeias de quitosana terem ligadas moléculas de ácido cafeico poderá provocar 
um impedimento no estabelecimento das referidas interacções e por isso estes filmes se 
solubilizarem mais facilmente do que os filmes apenas de quitosana.  
Os filmes com genipin (QG e QCafG) são os que apresentam menores 
solubilidades. Nos filmes de QG nota-se o efeito de crosslinking do genipin à quitosana, 
pois a perda de massa destes filmes é 35-50% inferior em relação aos de quitosana. Os 
filmes de QCafG, para todos os tratamentos, são os que apresentam solubilidades 
inferiores, sendo o neutralizado o que apresentou o valor menor (5%). O facto do ácido 
cafeico poder estar a afastar as cadeias de quitosana poderá promover uma maior acção do 
genipin na promoção do crosslinking das cadeias de quitosana, diminuindo assim ainda 
mais a solubilidade dos filmes QCafG em relação aos Q, QCaf e QG.  
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3.2.3. Validação da proposta de filme de quitosana insolúvel em meio ácido e 
com actividade antioxidante 
Para comprovar os resultados obtidos para a actividade antioxidante, novos filmes 
de quitosana, quitosana com genipin, quitosana com ácido cafeico e quitosana com ácido 
cafeico e genipin foram produzidos usando a mesma metodologia. A capacidade 
antioxidante desses filmes é apresentada na Figura 26. A actividade antioxidante destes 
filmes tem algumas diferenças quando comparada com a dos filmes representados na 
Figura 23. Os filmes de QCaf e QCafG (neutralizados e reduzidos) têm capacidade 
antioxidante inferior (33 e 52%, respectivamente, quando neutralizados, e 32% para ambos 
quando reduzidos) à dos filmes de QCaf e QCafG anteriormente produzidos, tendo 
praticamente a mesma actividade que os filmes de Q também neutralizados e reduzidos 
(34%). No entanto, o filme de QCafG neutralizado é o que apresenta uma capacidade 
antioxidante significativamente superior em relação aos outros filmes. Mais uma vez se 
verificou que a redução não traz vantagem em relação à neutralização. 
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Figura 26 – Actividade antioxidante da repetição dos filmes de quitosana (Q05), quitosana com genipin 
(QG02), quitosana com ácido cafeico (QCaf08) e quitosana com ácido cafeico e genipin (QCafG02). (letras 
diferentes representam valores significativamente diferentes, p<0,05 e n=3) 
  
 
Tal como na actividade antioxidante, também se repetiu a determinação da 
solubilidade em solução matriz de vinho durante 7 dias para novos filmes, como mostra a 
Figura 27. Comparando as perdas de massa entre estes filmes e os filmes preparados 
anteriormente, todos os filmes apresentaram os mesmos valores excepto o filme de QCaf 
neutralizado, que apresentou uma percentagem de perda de massa significativamente 
superior e o filme de QCaf neutralizado apresentou uma percentagem de perda de massa 
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significativamente inferior. A tendência do primeiro conjunto de filmes (Figura 25) 
mantém-se, isto é, o filme com menor solubilidade é o filme de QCafG neutralizado, não 
sendo no entanto significativamente diferente da solubilidade dos filmes de QG. 
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Figura 27 – Percentagem de perda de massa da repetição dos filmes de quitosana (Q05), quitosana com 
genipin (QG02), quitosana com ácido cafeico (QCaf08) e quitosana com ácido cafeico e genipin (QCafG02) 
em solução matriz durante 7 dias. (letras diferentes representam valores significativamente diferentes, 
p<0,05 e n=3) 
 
3.3. Caracterização dos filmes por FTIR 
 Os quatro tipos de filmes (Q, QG, QCaf e QCafG) não neutralizados foram 
analisados por espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR) para 
verificar possíveis diferenças a nível estrutural. Na Figura 28 estão representados os 
espectros obtidos para os quatro tipos de filmes. 
4
0
0
0
3
9
0
0
3
8
0
0
3
7
0
0
3
6
0
0
3
5
0
0
3
4
0
0
3
3
0
0
3
2
0
0
3
1
0
0
3
0
0
0
2
9
0
0
2
8
0
0
2
7
0
0
2
6
0
0
2
5
0
0
2
4
0
0
2
3
0
0
2
2
0
0
2
1
0
0
2
0
0
0
1
9
0
0
1
8
0
0
1
7
0
0
1
6
0
0
1
5
0
0
1
4
0
0
1
3
0
0
1
2
0
0
1
1
0
0
1
0
0
0
9
0
0
8
0
0
7
0
0
6
0
0
Número de Onda (cm
-1
)
Q05 QG02 QCaf08 QCafG02
 
Figura 28 – Espectros de FTIR dos filmes de quitosana (Q05), quitosana com genipin (QG02), quitosana com 
ácido cafeico (QCaf08) e quitosana com ácido cafeico e genipin (QCafG02). 
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Existem diferenças entre os espectros dos filmes com ácido cafeico (QCaf e 
QCafG) e os que correspondem aos filmes sem ácido cafeico (Q e QG). As diferenças mais 
evidentes entre estes pares de filmes ocorrem a números de onda entre 1200-1500 cm-1 e  
800-850 cm-1. Esta diferença corresponderá provavelmente à presença do anel aromático 
originário do ácido cafeico [38, 76]. 
Para confirmar a distinção entre os filmes com ácido cafeico e com genipin 
procedeu-se à Análise por Componentes Principais (PCA) dos espectros de FTIR entre 
1400 e 1800 cm-1. Na Figura 29 está representada a PCA dos espectros de FTIR na zona 
entre 1400 e 1800 cm-1 dos filmes: o diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC2) (a) 
e o diagrama das contribuições factoriais (b). 
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Figura 29 – Análise por componentes principais dos espectros de FTIR dos filmes de quitosana (Q05), 
quitosana com genipin (QG02), quitosana com ácido cafeico (QCaf08) e quitosana com ácido cafeico e 
genipin (QCafG02) não neutralizados: (a) diagrama das coordenadas factoriais; (b) diagrama das 
contribuições factoriais. 
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 A análise por componentes principais mostra que os PC1 e PC2 representam 99,3% 
da variabilidade presente no espectro de infra-vermelho dos filmes, sendo o PC1 
responsável por 98,4% e o PC2 por apenas 0,9%. Na Figura 29a observa-se que os filmes 
com ácido cafeico (QCaf e QCafG) estão localizados no PC1 positivo e no PC1 negativo 
estão os filmes sem ácido cafeico (Q e QG). Ao longo do PC2 verifica-se que a dispersão 
está relacionada com a presença de genipin, no PC2 positivo estão os filmes sem genipin 
(Q e QCaf) e no PC2 negativo os filmes com genipin (QG e QCafG).  
Pela análise das contribuições factoriais (Figura 29b) verifica-se que para o PC1 
negativo contribuem os picos a 1572-1559 cm-1 e a 1652 cm-1. Os números de onda a 
~1560 e ~1650 cm-1 correspondem ao alongamento das ligações N-H e C=O, 
respectivamente [77], dos grupos amida da glucosamina, isto é quando os grupos amina do 
carbono 2 estão acetilados. O pico a ~1580 cm-1 corresponde ao alongamento da ligação N-
H dos grupos amina primários [77], estando estes grupos presentes em grande número na 
quitosana. No caso dos filmes com ácido cafeico, em que existe uma contribuição do PC1 
positivo, estes estão relacionados com o pico a ~1500 cm-1. Este pico corresponde à 
vibração da ligação C=C do anel aromático originário do ácido cafeico [38]. A presença 
destes valores de número de onda confirma que o ácido cafeico está presente nestes filmes 
de quitosana. 
A PC2 positiva está também relacionada com os picos característicos da quitosana 
(~1560 e ~1650 cm-1). No entanto, para a PC2 negativa contribuem os picos a 1509-1524 
cm-1, 1618 cm-1 e 1704-1719 cm-1 e, segundo a bibliografia, os picos a ~1710 e  
~1620 cm-1 correspondem ao alongamento da ligação C=O do anel de genipin quando este 
abre para se ligar à quitosana e C=C do ciclo-alceno do anel de genipin [36]. Números de 
onda a ~1520 cm-1 corresponderão ao alongamento da ligação do anel de aminas 
heterocíclicas, comprovando que o genipin está ligado à quitosana [28]. A presença destes 
valores de números de onda parece demonstrar que o genipin está ligado aos grupos amina 
das moléculas de quitosana, segundo o mecanismo 1 (Figura 8, Reacção 2) descrito no 
ponto 1.1.3 do capítulo 1. Estes resultados parecem indicar que o crosslinking do genipin 
com as cadeias de quitosana ocorre apenas utilizando o mecanismo 2 (Figura 10), uma vez 
que não se verifica a presença de picos relativos ao alongamento das ligações N-H e C=O 
(~1560 e ~1650 cm-1) de grupos amida resultantes da ligação do genipin à quitosana 
segundo a Reacção 1 do Mecanismo 1 (Figura 9), descrita no capítulo 1. 
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Capítulo 4 – Conclusão 
 
Na primeira parte do trabalho desenvolvido nesta dissertação foi possível 
estabelecer uma metodologia para a produção de filmes com base em quitosana com 
actividade antioxidante superior à da própria quitosana. A metodologia desenvolvida 
baseia-se na ligação do ácido cafeico, um composto fenólico com elevada actividade 
antioxidante, à estrutura da quitosana. As condições que revelaram ser as melhores para a 
produção destes filmes foram a utilização de hexanitrocerato (IV) de amónio (CAN) como 
agente oxidante numa concentração 60 mM, para ligação do ácido cafeico por mecanismo 
radicalar, em que a reacção tem de ocorrer na quitosana em solução aquosa de ácido 
acético a 5%. Este trabalho também demonstrou que a neutralização dos filmes origina um 
aumento da sua capacidade antioxidante. Assim, esta metodologia permite obter filmes 
com uma actividade antioxidante 50% superior aos filmes apenas com quitosana. 
Os filmes de quitosana e os filmes desenvolvidos de quitosana com ácido cafeico 
eram solúveis em meio ácido. Com o objectivo de diminuir a sua solubilidade, foram 
produzidos filmes com ácido cafeico em que também foi adicionado genipin. Este 
composto tem a função de crosslinker pois consegue ligar duas cadeias de quitosana em 
simultâneo. Estes filmes apresentaram uma solubilidade muito baixa (5%), reduzindo a 
perda de massa numa solução hidroalcoólica em cerca de 50% em relação aos filmes de 
quitosana e de 75% em relação aos de quitosana com ácido cafeico. Estes filmes também 
revelaram ter uma capacidade antioxidante 40% superior aos filmes de quitosana com 
ácido cafeico. 
As características dos filmes de quitosana com ácido cafeico e genipin produzidos 
segundo a metodologia desenvolvida neste trabalho têm elevada actividade antioxidante e 
baixa solubilidade, pelo que podem ser ensaiados em vinho como possíveis substitutos da 
adição de SO2. 
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Capítulo 5 – Trabalho Futuro 
 
Tendo em conta os resultados obtidos e a aplicação prevista para os filmes 
desenvolvidos, torna-se agora necessário testar o uso do filme de quitosana com ácido 
cafeico e genipin no vinho, estudando a influência deste filme nas propriedades de vinho 
ao longo do tempo de armazenamento. 
A metodologia desenvolvida para a produção de filmes pode ser testada com outros 
compostos com actividade antioxidante, mas que possuam uma ligação vinílica, com o 
intuito de melhorar as propriedades dos filmes. 
Os filmes com ácido cafeico (quitosana com ácido cafeico e de quitosana com 
ácido cafeico e genipin) não neutralizados têm capacidade pró-oxidante. Será interessante 
o estudo dessa propriedade para outras possíveis aplicações.  
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